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RESUMO 
As plantas epífitas possuem adaptações morfofisiológicas ao meio, que as auxiliaram 
ao longo de sua evolução a sobreviver em um ambiente de intensa flutuação na 
disponibilidade de água e nutrientes. A via fotossintética CAM permite que o CO2 seja fixado 
no período da noite garantindo um ganho máximo de carbono com uma perda mínima de 
água. Estudos recentes mostraram que a via CAM (assimilação atmosférica pela PEP-
caboxilase) pode ser induzida em espécies de Dendrobium. Entretanto, este gênero apresenta 
folhas delgadas, o que não favorece a expressão deste metabolismo. Nosso objetivo foi 
comprovar a transição da via C3 para a CAM, induzido por meio do estresse hídrico, e a 
existência de tal via nas folhas de duas espécies de Dendrobium, além de avaliar aspectos que 
podem contribuir para essa transição. Para tal, foram avaliados a variação diurna dos ácidos 
orgânicos, a suculência, a massa foliar específica e os teores de pigmentos cloroplastídicos. 
As duas espécies apresentaram menores valores na acidez titulável durante o regime de 
estresse hídrico. Foram encontradas diferenças significativas entre indivíduos controle e sob 
estresse hídrico para suculência de D. fimbriatum e, massa foliar específica e razão entre 
clorofila a e b de D. nobile. Os resultados obtidos sugerem a expressão do mecanismo CAM 
nas folhas, a indução da via CAM por estresse hídrico natural e a presença de indivíduos 
C3/CAM facultativos nas duas espécies de Dendrobium. 
 
Palavras-chave: metabolismo ácido das Crassulaceas; estresse hídrico; suculência foliar. 
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ABSTRACT 
 
 Epiphytic plants have morphophysiological adaptations to the enviroment that helped 
them to survive, through evolution, in locals with an intense flutuation of water and nutrients 
avaliability. The CAM pathway allows CO2 fixation to occurs at night time ensuring a 
maximum gain of carbon and a minimal loss of water. Recently studies showed that the CAM 
pathway can be induced in Dendrobium species. However, this genus exhibit thin leaves that 
doesn’t favors the expression of it. The purpose was to prove the transition of C3 to CAM 
pathway, induced by water stress, and to prove the existence of this pathway in leaves of two 
Dendrobium species. To verify this, titratable acidity, succulence, specific leaf mass and 
chlorophyll content were measured. Both species showed smaller numbers of titratable acidity 
during the water stress. Significant differences were found for succulence in D. fimbriatum 
and, specific leaf mass and chlorophyll content in D. nobile. The results obtained suggests the 
expression of CAM pathway in the leaves, induction of CAM pathway by natural water stress 
and the existence of individuals C3/CAM facultative in both Dendrobium species. 
 
Keywords: Crassulacean acid metabolism; hidric stress; leaf succulence. 
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INTRODUÇÃO  
 Orchidaceae é uma das maiores e mais ricas famílias de plantas do mundo, apresentam 
distribuição cosmopolita e ocupam os mais diversos habitats (DRESSLER, 1993; 
DRESSLER, 2005). Cerca de 70% das orquídeas são epífitas, e estas representam 70% das 
espécies de angiospermas epífitas do planeta (BENZING et al., 1983; ZOTZ, 2013). Para se 
fixarem e crescerem sobre as árvores são necessárias adaptações e estratégias que auxiliam na 
captação de nutrientes e água (LÜTTGE, 1989; BENZING, 1990). Características específicas 
de cunho morfológico, anatômico e fisiológico representam aspectos estabelecidos no grupo 
neste ambiente epífito (OLIVEIRA & SAJO, 1999; ZOTZ & HIETZ, 2001). Como 
adaptações gerais de plantas em déficit hídrico e nutricional, alguns estudos destacam a 
redução da área foliar e do número de estômatos, folhas suculentas e cutícula espessa, 
presença de hipoderme e parênquima paliçádico compacto e com várias camadas 
(WALDHOFF & FURCH, 2002; BOEGER & WISNIEWSKI, 2003). Em orquídeas e outros 
grupos epífitos, destaca-se a presença de velame nas raízes: uma epiderme multisseriada de 
células mortas, semelhante a uma esponja, que absorve água e nutrientes (WENT, 1940) e 
pode auxiliar na prevenção da perda excessiva de água pelo córtex da raiz (JOHANSSON, 
1974). 
Do ponto de vista fisiológico, duas vias fotossintéticas estão presentes nas epífitas, a 
síntese orgânica de plantas C3 (Ciclo de Calvin/ Benson) e o Metabolismo Ácido das 
Crassuláceas (CAM), e as variações entre elas são importantes para a sobrevivência nas 
condições únicas deste ambiente (BENZING, 1990). Cerca de 57% de todas as plantas 
epífitas apresentam a via CAM (LÜTTGE, 2004), entretanto para Orchidaceae, indivíduos C3 
obrigatórios, C3/CAM intermediários ou facultativos, e CAM obrigatórios (VAASEN et al., 
2006; SILVERA, 2010). O metabolismo CAM, é uma via de fixação do carbono que permite 
maior eficiência do uso da água (TING, 1985; CUSHMAN, 2001; CUSHMAN, 2005). O 
8 
 
mecanismo CAM é definido por três eventos fisiológicos que envolvem a fixação do carbono. 
O primeiro envolve a abertura dos estômatos e a fixação do carbono atmosférico durante a 
noite. A fixação é realizada pela fosfoenolpiruvato carboxilase (PEP-carboxilase), 
armazenando-o no vacúolo na forma de ácidos orgânicos, principalmente o malato. O 
segundo é o fechamento dos estômatos durante o dia, devido ao aumento da concentração 
interna de carbono durante a descarboxilação dos ácidos orgânicos. E o terceiro é a utilização 
do carbono no ciclo de Calvin para formar os carboidratos que serão utilizados ou ficarão 
armazenados. Mesmo para as espécies CAM obrigatórias, as etapas fisiológicas não são 
constantes e dependem de condições ambientais como água, temperatura, luz e salinidade 
(SIPES & TING, 1985; LÜTTGE, 2004). Diferentes indivíduos podem obter o carbono de 
diferentes formas, via abertura estomática noturna, por captura contínua da atmosfera ou 
mesmo proveniente da respiração foliar (DODD et al., 2002; LÜTTGE, 2004). A importância 
desta variação na fixação de CO2 é ressaltada pelo fato de que, em geral, as espécies C3/CAM 
facultativas podem apresentar maior resiliência do que as CAM obrigatórias (DODD et al., 
2002; TING, 1985). Esta transição entre as vias permite que as plantas sob baixa 
disponibilidade hídrica e altas temperaturas fechem seus estômatos durante o dia, evitando a 
perda de água e protegendo a integridade do aparelho fotossintético (WINTER & ZIEGLER, 
1992). Por outro lado, quando a disponibilidade hídrica é alta o inverso pode acontecer, 
permitindo a abertura estomática durante o dia e garantindo a maior fixação de CO2 com o 
menos gasto energético possível para a planta. 
Algumas espécies apresentam via C3 em condições de ambiente ótimo e mudam para 
a via CAM em condições de estresse (LÜTTGE, 2004). É possível observar em indivíduos 
C3/CAM facultativos que durante o período de seca, o estresse hídrico é acompanhado de um 
aumento da fixação de carbono pela PEP-carboxilase, ou seja, indução da rota CAM (DODD 
et al., 2002). Estudos de identificação das vias utilizadas têm sido desenvolvidos em diversas 
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famílias de plantas. QIU e colaboradores (2015) conseguiram induzir em laboratório a 
expressão do metabolismo CAM em folhas de Dendrobium nobile Lindl. Entretanto, 
RODRIGUES et al. (2013) questionam a presença deste metabolismo nas folhas de espécies 
de orquídeas C3, uma vez que estas geralmente apresentam folhas não suculentas, que não 
favorecem o armazenamento de ácidos orgânicos. Em seu estudo utilizando uma espécie 
híbrida de Oncidium Sw. (Orchidaceae), RODRIGUES et al. (2013) sugerem que o 
mecanismo CAM pode ser expresso no pseudobulbo, sendo o CO2 fixado pela PEP-
carboxilase transportado para as folhas onde seria utilizado pela ribulose 1-5 bifosfato 
carboxilase oxidase (rubisco) durante o dia.  
Dendrobium é um gênero de orquídea bastante popular e constitui um dos três maiores 
da família, com aproximadamente 1500 espécies selvagens (CRIBB & GOVAERTS, 2005; 
LAVARACK et al., 2000). São conhecidas popularmente como olhos de boneca e têm grande 
valor florístico e ornamental (JONES et al., 1998). Seus indivíduos são todos epifíticos e 
algumas plantas são bastante flexíveis quanto às vias fotossintéticas que utilizam, variando 
entre as vias C3 e CAM (WINTER et al., 1983). Neste estudo, consideramos que espécies 
primariamente C3 podem ter sua via CAM induzida naturalmente devido à sazonalidade 
hídrica, sem necessariamente ser induzida em laboratório.  Nesse sentido, o objetivo deste 
trabalho foi induzir o metabolismo CAM em duas espécies de Dendrobium aclimatadas em 
casa de vegetação aberta e sujeita a variações sazonais do ambiente. 
MATERIAL E MÉTODOS 
1. Obtenção do material e cultivo de indivíduos 
Foram estudadas duas espécies de Dendrobium na casa de vegetação localizada atrás 
do bloco 2D dentro do campus Umuarama da Universidade Federal de Uberlândia. Cinco 
indivíduos de D. fimbriatum Hook. e cinco indivíduos de D. nobile Lindl foram aclimatados 
por 1 ano e receberam duas regas semanais. O experimento foi realizado durante o mês de 
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julho 2018, período com menores taxas de precipitação (dados obtidos pelo INMET) (Fig. 
1A). Durante o experimento, a disponibilidade de água foi suspensa para indução do estresse 
hídrico. Temperatura e umidade foram monitoradas com um data-logger durante todo o 
decorrer do experimento (Fig. 1B). Foram utilizadas folhas maduras totalmente expandidas, 
optando sempre por folhas centrais do pseudobulbo. As coletas foram realizadas no fim da 
estação chuvosa (abril) e após 30 dias de estresse hídrico natural – julho (conforme período 
proposto por QIU (2015) para indução do metabolismo CAM dentro do gênero).  
 
11 
 
 
Figura 1 – Dados climáticos. A) Precipitação mensal na cidade de Uberlândia, MG, Brasil, 
entre janeiro e novembro de 2018 (dados obtidos pelo INMET – acessado em 28/11/2018). B) 
Curva diária de temperatura e umidade relativa do ar obtida em julho de 2018.  
2. Determinação da Acidez Titulável 
Para determinar a via fotossintética C3/CAM, foi monitorada a variação diária dos 
ácidos orgânicos (n=10). Para tal, 200 mg de massa foliar fresca foram coletadas de cada 
indivíduo antes do amanhecer (6 hrs) e ao fim da tarde (18 hrs). Logo após a coleta, o material 
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foi pesado, fervido em água destilada por cinco minutos e resfriado à temperatura ambiente, 
os extratos foram então titulados com NaOH 0,01 N em pH 7,0 (HARTSOCK & NOBEL, 
1976).  
3. Determinação de suculência e massa foliar específica  
Utilizando um fragmento de 0,63 mm² de folha, a suculência (SU) foliar de cada indivíduo 
(n=10) foi determinada pela diferença entre a massa túrgida (MT) e a massa seca (MS), 
dividida pela massa seca (OGBORN & EDWARDS, 2012), sendo SU=(MT-MS)/MS. A 
massa túrgida foi obtida após hidratação dos fragmentos por 24 horas, enquanto que a massa 
seca foi obtida colocando o material em estufa a 60°C por 40 horas (peso constante).  Com 
este mesmo fragmento foi calculada a massa foliar específica (MFE) que é dada pela razão 
entre massa seca (MS) e área do tecido utilizada (A) (WITKOWSKI & LAMONT, 1991), 
sendo MFE=MS/A. 
4. Determinação dos pigmentos cloroplastídicos 
Os teores de pigmentos cloroplastídicos, clorofila a, b e carotenóides, foram 
determinados à tarde, horário de menor acidez nos tecidos. Para tal, 1,27 mm² de área foliar 
de cada indivíduo (n=10) foram macerados, utilizando-se extração em acetona 80% e 
quantificação em espectrofotômetro segundo equações propostas por LICHTENTHALER e 
WELLBURN (1983). 
5. Análises estatísticas 
Todos os dados foram comparados entre as coletas dos períodos hidratados e não 
hidratados, utilizando-se o teste t-student para os dados paramétricos e Kruskal Wallis para os 
dados não paramétricos.  
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RESULTADOS 
 A variação diurna dos ácidos orgânicos (ΔH+) para ambas as espécies de Dendrobium 
estudadas, mostrou que um maior número de indivíduos expressou o metabolismo CAM 
quando submetidos a 30 dias de estresse hídrico (Fig. 2). Em D. fimbriatum, houve um 
aumento de 40% dos indivíduos com expressão do metabolismo CAM, enquanto que em D. 
nobile foi observado que 100% dos indivíduos estudados apresentaram este metabolismo 
quando submetidos ao estresse hídrico. 
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Figura 2 – Variação diurna dos ácidos orgânicos em plantas de Dendrobium fimbriatum e   
D. nobile hidratadas (controle), e posteriormente submetidas a 30 dias de estresse hídrico.  
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Figura 3 – Valores de (A) massa foliar específica (MFE) e (B) suculência (SU) obtidos para 
plantas de Dendrobium fimbriatum e D. nobile hidratadas (controle) e submetidas a 30 dias de 
estresse hídrico. Os valores representam média ± desvio padrão (n = 5). Letras representam 
diferenças significativas (p ≤ 0,05), de acordo com Kruskal Wallis para SU de D. fimbriatum 
e teste t-student para as demais variáveis. 
Dendrobium nobile apresentou redução de aproximadamente 50% dos valores de MFE 
de suas folhas (p ≤ 0,01) quando submetidas a 30 dias de estresse hídrico (4,3 mg mm-² e 2,6 
mg mm
-
², controle e estresse, respectivamente) (Fig. 3A). Entretanto, não houve mudanças 
para as plantas de D. fimbriatum. Já para suculência (SU) D. fimbriatum apresentou redução 
de 25% dos valores (p ≤ 0,05), enquanto que D. nobile não apresentou diferenças 
significativas (Fig. 3B).  
 Para os conteúdos de pigmentos cloroplastídicos os dados apresentaram diferenças 
significativas apenas para a razão clorofilas a/b em D. nobile (p ≤ 0,05) (Tabela 1). Para os 
demais resultados referentes ao conteúdo de pigmentos cloroplastídicos, tanto de D. nobile, 
quanto para D. fimbriatum, não foram observadas alterações significativas. 
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Tabela 1 – Conteúdo de pigmentos cloroplastídicos (µg cm-2 MF) para plantas de D. 
fimbriatum e D. nobile hidratadas (controle) e submetidas a 30 dias de estresse hídrico. 
Resultados com * demonstraram diferenças significativas (p<0,05) de acordo com teste t-
student. 
DISCUSSÃO 
 O regime de estresse hídrico demonstrou uma tendência à expressão do metabolismo 
CAM em folhas de Dendrobium nobile e D. fimbriatum. Apesar de outros parâmetros 
analisados (principalmente suculência) não sustentarem a hipótese inicial de que a via CAM 
possa ser induzida nestas plantas, de acordo com as análises da variação diurna dos ácidos 
orgânicos, as duas espécies apresentaram forte tendência à via CAM. Dendrobium nobile 
pode ser caracterizada como C3/CAM facultativa visto que todos os seus indivíduos sob 
estresse tiveram resultados positivos nas variações de ΔH+, e isso pode ser sustentado em 
condições experimentais por QIU e colaboradores (2015). Já para D. fimbriatum, apesar do 
aumento observado no número de indivíduos, nem todas as amostras obtiveram resultados 
positivos nas variações de ácidos orgânicos. QIU e colaboradores (2015) afirmaram que esta 
espécie é C3 obrigatória com base nas análises de captação líquida de CO2. Além disso, a 
redução significativa da suculência de D. fimbriatum, e a redução na razão entre clorofila a e 
b de D. nobile são fatores que sustentam a confirmação da hipótese de que estas espécies 
podem expressar a via CAM em resposta à sazonalidade hídrica.  
Em geral, a suculência (SU) está presente em plantas que expressam a via CAM e 
garante à elas certa independência hídrica das variações e limitações na disponibilidade de 
água do ambiente (VON WILLERT et al. 1990; LÜTTGE, 2004; EGGLI & NYFFELER, 
 D. fimbriatum D. nobile 
 Controle Estresse hídrico Controle Estresse hídrico 
Clorofilas totais 27,91 ± 3,4 33,43 ± 9,47 44,66 ± 6,48 48,28 ± 13,61 
Carotenoides 4,77 ± 0,56 6,19 ± 1,53 6,57 ± 0,95 7,46 ± 1,5 
Cl a/b 2,66 ± 0,13 2,67± 0,12 2,63 ± 0,07* 2,53 ± 0,09* 
Cl/carotenoides 5,82 ± 0,27 5,39 ± 0,53 6,80 ± 0,27 6,39 ± 0,07 
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2009). Os tecidos suculentos em plantas que expressam a via CAM permitem o acúmulo de 
ácidos orgânicos durante o período noturno (MOREIRA et al., 2017) e garantem que a 
atividade fotossintética se mantenha por mais tempo em períodos de estresse hídrico 
(OGBURN & EDWARDS, 2012). Nos resultados obtidos, observa-se que não houve 
diferenças significativas na suculência entre o controle e as plantas submetidas ao estresse 
hídrico em D. nobile. Isto reflete uma plasticidade fisiológica interessante, pois a manutenção 
da água nos tecidos foliares em períodos de seca possibilita a fotossíntese com eficiência 
durante o ano todo, porém sem queda nas reservas de água da folha, não há aumento da 
fixação do carbono no período noturno (SMIRNOFF,1996; TING et al., 1996). A redução no 
conteúdo de água inicia a fixação do carbono via atividade da PEP-carboxilase, e uma 
possibilidade é que no sistema em questão este processo esteja ocorrendo em outros tecidos 
da planta. Como proposto por RODRIGUES et al., (2013), a presença de dutos de aerênquima 
associados aos feixes vasculares possibilita caminhos livres para trocas gasosas entre folhas e 
pseudobulbos. Neste sentido, seriam interessantes futuras coletas envolvendo estudos, 
incluindo anatomia, dos pseudobulbos e raízes, pois talvez seja nestes órgãos que as respostas 
ao estresse hídrico sejam observadas, e onde tem início a indução da via CAM. Para D. 
fimbriatum, os dados de suculência têm uma redução de 25% nas plantas sob estresse hídrico 
indicando perda de água. A redução da suculência desencadeia a via CAM, com fixação 
noturna do carbono pela PEP-carboxilase e reduzindo a perda de água para o ambiente 
(DODD et al., 2002).  
 A massa foliar específica (MFE) pode refletir o acúmulo de carbono nas folhas e seu 
aumento é também uma resposta ao estresse hídrico nas plantas (JURIK, 1986; RASCIO et al. 
1990). Este índice demonstra ao mesmo tempo os efeitos da densidade e da espessura dos 
tecidos, que pode aumentar por indução do estresse hídrico, como visto por PITMAN et al. 
(1983). Em folhas esclerófilas, altos índices de MFE condizem com o aumento da proporção 
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de tecido estrutural (WITKOWSKI & LAMONT, 1991). No experimento conduzido, foram 
utilizadas folhas maduras, de modo que a expansão e o arranjo dos tecidos (que poderiam 
acarretar modificações na espessura ou densidade foliar) não se alteram. Modificações na 
MFE poderiam, então, se originar da deposição de lignina nas paredes celulares (um processo 
relativamente lento a se considerar 30 dias de experimento) ou de mudanças na dinâmica de 
carboidratos. Para D. nobile no período de estresse hídrico, as folhas apresentaram uma 
redução de 50% da MFE, e este resultado é contrário ao observados em plantas que utilizam a 
via CAM. Nas análises de variação dos ácidos orgânicos esta espécie apresentou efetiva 
expressão do metabolismo CAM para todas as amostras coletadas durante o estresse hídrico, 
esperando-se, portanto, um aumento na concentração de carboidrato foliar. Contudo, o oposto 
pode ocorrer também como no caso do estudo de WILSON & NG (1975) que encontraram 
perda de parede celular em folhas e tecidos vasculares de Panicum maximum (Poaceae) sob 
estresse hídrico.    
 O regime de estresse hídrico pode gerar moléculas reativas de oxigênio que causam 
danos estruturais ao aparato fotossintético (SMIRNOFF, 1993), principalmente ao 
fotossistema II que contém grande parte das clorofilas b existentes em uma planta 
(KERBAUY, 2004). Nos dados sobre pigmentos cloroplastídicos, houve uma redução 
significativa da razão entre clorofilas a e b após o estresse induzido, o que já foi observado 
em cultivos de trigo por LOGGINI et al. (1999), e possivelmente está associada a fotoinibição 
e fotodestruição. Outro fator é a plasticidade da formação de grana, ou empilhamento da 
membrana dos tilacóides nos cloroplastos que é influenciada pela luz. O fotossistema II se 
encontra majoritariamente nas membranas internas dos grana, e aumenta juntamente com o 
grau de empilhamento na proporção inversa à quantidade e intensidade da radiação de luz que 
o cloroplasto recebe (ANDERSON & ARO, 1994). O aumento do número de fotossistemas II 
consequentemente leva ao aumento da quantidade total de clorofila b e pode explicar essa 
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redução na razão entre clorofila a e b. As coletas controle foram realizadas em abril, no 
outono, e as de estresse hídrico foram em julho, período de inverno quando a intensidade da 
radiação luminosa é menor e estimula maior grau de empilhamento dos grana para melhor 
captação de elétrons para a fotossíntese.  
Como discutido por MAO & ZHANG (1985), von WILLERT (2005) e QIU (2015), 
apesar da variação dos ácidos orgânicos indicarem tendência à expressão da via CAM, este 
método não é suficiente para afirmar a presença deste metabolismo. A confirmação do 
mecanismo pode ser realizada em um novo experimento através da discriminação de carbonos 
isótopos, aliada às análises de trocas gasosas noturnas realizadas pela folha e análises do 
Conteúdo Relativo de Água (CRA) ao longo do período de estresse hídrico. É de interesse que 
o experimento se repita aumentando o período de estresse hídrico, possivelmente o tempo não 
foi suficiente para uma intensa expressão do metabolismo CAM nestas plantas. 
CONCLUSÃO 
Dendrobium nobile e D. fimbriatum apresentam folhas de baixa suculência, o que 
sugere predominância da via fotossintética C3. Entretanto, os resultados deste trabalho 
demonstram que a via CAM pode ser expressa em condições de déficit hídrico imposto por 
variações naturais do ambiente. O tempo parece ser um fator crucial na indução da via CAM, 
e maiores períodos de seca podem favorecer este metabolismo. Alguns parâmetros 
fisiológicos respondem de forma mais evidente, sendo observada uma redução de agua nos 
tecidos e, em alguns casos, também da massa foliar especifica.  
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